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 2000 年にブリのビブリオ病およびレンサ球菌症不活化混合ワクチンが市販化20 
されたことにより、わが国の養殖生産における魚病被害額はそれまでの半分以21 











は、これまでに、魚類に病原性を有する細胞内寄生性細菌 Mycobacterium sp.、33 
Photobacterium damselae subsp. piscicida（Pdp）および Nocardia seriolae に対して、34 
細胞性免疫応答を効果的に惹起できるワクチンの開発を行ってきた。 35 
 36 
2．Mycobacterium sp.に対するワクチンの開発 37 
 細胞内寄生性細菌の Mycobacterioum sp.を原因とするミコバクテリウム症は38 
1985年に発生 3)して以降、ブリ属魚類養殖に対して経済的な被害を与え続けて39 
いる。本菌は試験管内においてリファンピシンに対して感受性を示すが、4) 感40 
染魚にこれを投与しても治療効果は得にくい。5) Mycobacterium sp.は、人畜共41 
通病原体M. marinum、ウシ型結核菌 M. bovis およびヒト結核菌 M. tuberculosis42 
などと近縁であり、主要抗原である Ag85複合体はそれぞれの種間で高いアミ43 
ノ酸同一率を示す。6) このようにMycobacterium 属細菌は種間で高い抗原交差44 
性を示し、ヒトの肺結核に対する弱毒生ワクチン M. bovis Bacillus Calmette and 45 
Guèrin（BCG）は、結核菌以外にも M. leprae、7) M. ulcerans8)に対しても感染防46 
御効果を示すことが報告されている。そこで筆者らは、カンパチの47 
Mycobacterium sp.感染症に対する BCGワクチンの感染防御効果について研究を48 
行った。弱毒化菌株である BCGをカンパチに接種すると、その体内菌数は時49 
間経過に伴い減少していくことから、BCGワクチンはカンパチに対して病原性50 
を示さないことがわかった。また、BCG接種後 4週間目に Mycobacterium sp.に51 
よる感染実験を行ったところ、BCGワクチン接種魚は対照試験区（PBS 接種52 
区）よりも生存時間が長くなり、最終的な死亡率も低く抑えられた。攻撃菌で53 
あるMycobacterium sp.の増殖も BCG接種魚では抑えられていることがわか54 
り、BCGワクチンはカンパチの Mycobacterium sp.に対して感染防御効果を有す55 
ることが示された。6) 56 
 哺乳類では、BCG 接種や結核菌への感染履歴をツベルクリン検査により調べ57 
ることができる。ツベルクリン反応は、抗原特異的な細胞性免疫応答により誘58 
導される遅延型アレルギー反応（Delayed-type hypersensitivity: DTH）の一つで59 
あり、メモリーTh1 細胞により分泌されるサイトカイン IFN-γが重要な働きを60 
担っている 9)。そこで、BCG接種により誘導される魚類の免疫応答を解析する61 
ために、魚類の DTH 応答について研究を行った。Mycobacterium sp.の培養上清62 




接種した魚では PPD 接種してから 24時間後に、IFN-γ、IL-1β、TNFα、MHC 67 
class IIおよびMIP3α などの哺乳類の DTH において重要な役割を果たす遺伝子68 
の発現上昇が観察された。10) これらのことから、魚類でも BCG接種により抗69 
原特異的な細胞性免疫が誘導され、Mycobacterium sp.に対する感染防御効果が70 
得られることがわかった。さらに、IFN-γなどの遺伝子発現レベルを指標とす71 
れば、魚類でも DTH を利用した細胞性免疫応答の評価が可能であることが示72 
された。11-12) 73 
 74 
3．Pdpに対する DNA ワクチンの開発とコドン使用頻度の最適化 75 








認識される。まず、翻訳された抗原は、それを発現した細胞の MHC class I 分84 
子により抗原提示され、抗原特異的な CTL を誘導する。18) さらに、発現細胞85 





として AGA（31%）および AGG（29%）を主に使用するが、原核生物である91 






 このような背景から、Pdpの抗原遺伝子 PPA122)をコードした DNA ワクチン98 
pPPA1wtおよび PPA1 のコドン使用頻度を魚類に最適化した DNA ワクチン99 
pPPA1optを作製し、各ワクチンの Pdpに対する感染防御効果を検討した。ま100 





答の誘導を確認するために、DNAワクチン接種魚の Pdp抗原に対する DTH応106 
答の有無を解析した。その結果、pPPA1wt接種区の IFN-γおよび IL-1β の遺伝子107 
発現レベルは、pPPA1opt接種区よりも有意に高くなっており、コドン最適化に108 
より細胞性免疫応答が強く惹起されることが示唆された。また、Pdp に対する109 
凝集抗体価も pPPA1opt接種区では pPPA1wt接種区よりも高くなっており、コド110 
ン使用頻度の最適化により液性免疫の誘導能も強化されることがわかった。111 
Pdpによる感染実験では対照試験区のベクターDNA投与区の最終的な生残率が112 
8%であったことに対し、pPPA1opt接種区では 91%、および pPPA1wt接種区では113 
69%となり両 DNA ワクチンの感染防御効果が示された。23) これらの研究成果114 




4．Nocardia seriolae に対する DNAワクチンの開発 119 
 Nocardia seriolae はグラム陽性、弱抗酸性の放線菌であり、ブリ、カンパチ120 






しても感染防御効果が得られないことが報告されており 24, 28)、未だ効果の高い127 
ワクチンは開発されていない。N. seriolaeに一度感染し耐過した個体（感染耐128 
過魚）は、再攻撃に対して強い抵抗性を示す。29) また、N. seriolae の培養上清129 
から PPDを精製して感染耐過魚に投与すると DTH応答が誘導されることか130 
ら、本菌の排除には抗原特異的な細胞性免疫応答が重要な役割を果たすことが131 
示唆されている。12) 132 
 Nocardia 属細菌は、Mycobacterium 属細菌とともに Corynebacterium 亜目に分133 
類される。これらの細菌はワックス状の分厚い細胞壁を有しており、この細胞134 
壁を合成する酵素として mycoryl transferase を盛んに分泌している。30)  135 
Mycoryl transferaseは別名 Ag85複合体と呼ばれており、宿主動物の免疫応答を136 
強く誘導する主要抗原である。Mycobacterium 属細菌による感染症に対して137 
は、Ag85複合体を抗原として用いた DNA ワクチンが哺乳類および魚類で開発138 
されている。31-32) そこで、まず、縮重プライマーを用いて N. seriolae の Ag85139 
複合体遺伝子のクローニングを行ったところ、362アミノ酸をコードする 1,086 140 
bpの N. seriolaeの Ag85 様遺伝子（Ag85L）を得ることができた。次いで、本141 
遺伝子を連結した発現プラスミド pAg85Lwtおよびそのコドン使用頻度を魚類に142 
最適化した pAg85Loptを作製した。これらをカンパチに投与して N. seriolae に143 
よる感染実験を行ったところ、対照試験区とした PBS 接種区の最終的な生残率144 
が 51％であったのに対し、pAg85Lwt接種区では 88％および pAg85Lopt接種区で145 
は 98％の魚が生残した。また、これら DNA ワクチンを接種したカンパチで146 
は、攻撃後で N. seriolae の体内増殖が抑えられており、ワクチン接種魚ではノ147 
カルジア症の症状である脾臓の肥大や結節の形成がまったく観察されなかっ148 










症（Infectious hematopoietic necrosis: IHN）に対する DNAワクチンが承認され159 
た。33) DNAワクチンとして接種された抗原遺伝子の DNAは宿主の染色体には160 
組み込まれないため、DNAワクチン接種動物は遺伝子組換え動物にはあたらな161 
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